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هاي حساس و مقاوم آفتابگردان تغييرات بيوشيميايي و فعاليت آنزيمي لاين بررسي
)Helianthus annuus L. (در واكنش به بيماري قارچي اسكلروتينيا  

  3رضا حيدريو  4زاده، رقيه نجف3، نجمه ارجمند*2، 1زادهرضا درويش
  گياهيتكنولوژي دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح و بيو ،دانشگاه اروميه اروميه،1 

  فناوري پژوهشكده زيست اروميه، دانشگاه اروميه،2
  شناسياروميه، دانشگاه اروميه، دانشكده علوم پايه، گروه زيست3

  گروه گياهان دارويي، مركز آموزش عالي شهيد باكري، دانشگاه اروميه ،مياندوآب4

  15/9/95 :تاريخ پذيرش  17/3/95 :تاريخ دريافت

  هچكيد
رو،  از اين. دهدباشد كه عملكرد اين محصول را تحت تأثير قرار ميهاي قارچي مهم آفتابگردان در ايران ميا از بيمارياسكلروتيني

 .باشدمي برخوردار ايويژهتوليد ارقام هيبريد مقاوم از اهميت  برايها به عامل بيماري ژنوتيپ واكنش فنوتيپي و مولكوليبررسي 
هاي مختلف زمان طيشرايط كنترل شده  در C39)و  (100هاي آفتابگردان يميايي و آنزيمي لاينپژوهش تغييرات بيوشاين در 

بر پايه طرح كاملاً تصادفي بررسي  بصورت فاكتوريل SSU107)و  SSKH41(هاي قارچ اسكلروتينيا پس از آلودگي با جدايه
-هاي آنتي، فعاليت آنزيم)MDA(د يآلدهدي جمع مالونميزان پراكسيداسيون ليپيدها و ت مانند يمنظور خصوصيات بدين. گرديد

نتايج نشان داد كه . دبررسي ش) GPX(گاياكول پراكسيداز و  )APX(، آسكوربات پراكسيداز )CAT(كاتالاز نتي مانند اكسيدا
 حساس و مقاوم نيزهاي لاين. شد بيماري اسكلروتينيا باعث افزايش تغييرات بيوشيميايي و آنزيمي در گياهان آلوده به قارچ

هاي مقاوم كاهش پيدا د در لاينيآلدهكه ميزان مالون دي طوري به. هاي متفاوتي در واكنش به اين بيماري از خود نشان دادندپاسخ
هاي فعاليت آنزيمهمچنين ميزان . بود SSU107 يجدايه قارچدر مواجه با  C39لاين مقاوم اين ميزان مربوط به كرد كه كمترين 

كه  طوري به .بيشتر بود قارچي هاي مقاوم و حساس به دو جدايهترتيب در لاين بهت پراكسيداز و گاياكول پراكسيداز رباآسكو
پس از آلودگي با قارچ  C100و فعاليت گاياكول پراكسيداز در لاين حساس  C39فعاليت آسكوربات پراكسيداز در لاين مقاوم 

SSU107  لاين قيقاين تح طبق نتايج. يافتافزايش ،C39  پراكسيداسيون ليپيد و بيشترين فعاليتميزان كمترين  داشتنبه دليل 
نتايج حاصل از . نسبي خوبي از خود نشان داد مقاومت كند،ها ايجاد ميدفاعي گياه را در برابر پاتوژن هايآنزيمي كه مكانيسم

  .به اين بيماري مفيد واقع گردديد ارقام مقاوم تول براينژادي آفتابگردان هاي بهتواند در برنامهمي تحقيقاين 

  .مقاومتو  فعاليت آنزيميآفتابگردان، اسكلروتينيا، پراكسيداسيون ليپيد،  :كليدي يها واژه

 r.darvishzadeh@urmia.ac.ir: ، پست الكترونيكي09149734458: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
محصول  4كي از ي (.Helianthus annuus L)آفتابگردان 
روغن برداري از هبهر دليلبه كشت آن كه  استمهم زراعي 

روغن آفتابگردان علاوه بر  .باشدحائز اهميت ميخوراكي 
مصرف خوراكي، در مصارف صنعتي نيز مورد استفاده قرار 

 كه ناگونيگو هايبيماري علت به ساله همه). 33(گيرد مي

 مختلف گياهان در زابيماري هايباكتري و هاانواع قارچ

 كشاورزي محصولات به فراواني خسارت نمايند،مي ايجاد

هاي تنشكه در آفتابگردان نيز  طوري به ).4(شود مي وارد
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كننده رشد محصول  كي از عوامل محدودي زيستي
كي ي Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary. باشندمي
كه  استدامنه وسيع ميزباني  گياهي با عوامل بيماري از
 70گياهي متعلق به بيش از  گونه 400تواند بيش از مي

). 40و  38، 37( خانواده را در مراحل مختلف آلوده كند
اين پاتوژن در آفتابگردان باعث پوسيدگي ريشه، ساقه، 

 درو  گرددميري گياه ميطوقه و طبق شده و موجب بوته
، خسارت زيادي به محصول شرايط آب و هوايي مساعد

  ).35و  18، 9(كند وارد مي

زنده ازجمله  غيرزنده و هايگياهان در مواجه با تنش
). 7و  5، 2( شوندها، دچار تغييرات بيوشيميايي ميپاتوژن

هاي ترين پاسخيكي از اولين تغييرات بيوشيميايي و سريع
 اكسيداتيوانفجار توژن، دفاعي در گياهان آلوده به پا

)Oxidative burst( باشد كه باعث تشكيل انواع گونهمي -

و ) (ROS, Reactive oxygen speciesهاي اكسيژن فعال 
و ) -O2(سوپراكسيد  مانندهاي آزادي راديكال

دنبال  كه به) 30و  10(شود مي) H2O2(پراكسيدهيدروژن 
آلدهيد دي ون ليپيدها و تجمع مالونيآن نيز پراكسيداس

MDA, Malon dialdehyde)( دهدرخ مي )45و  35 .(
. اي داشته باشندتوانند نقش دوگانههاي آزاد ميراديكال

كه از يكسو باعث تخريب سلول و از سوي ديگر  طوري به
هاي مكانيسمفعال شدن عنوان مولكول سيگنال باعث  به

ز پاكسازي محتويات سيتوپلاسم ا. شونددفاعي در سلول 
تحريك سيستم به گياهان مقاوم،  درهاي اكسيژن راديكال

هاي مكانيسم). 26(باشند ميوابسته  ياكسيدانتدفاعي آنتي
تنش  با همقابل برايي در گياهان تاكسيدانحفاظتي آنتي

چندين القاء هاي آزاد اكسيژن شامل اكسيداتيو و راديكال
 ازديسموت سوپراكسيد همانند يتاكسيدانآنزيم آنتي

SOD, Superoxide dismutase)(، كاتالاز 

CAT, Catalase)(آسكوربات پراكسيداز ، 

APX, Ascorbate peroxidase)(گاياكول پراكسيداز ، 

 (GPX, Guaiacol peroxidase)گلوتاتيون ردوكتاز ، 

GR, Glutathione reductase) (هاي آنتيو ديگر سيستم -

عموماً ). 42و  27، 23، 22، 15، 10(باشد ي ميتاكسيدان
گيرد، فعاليت زماني كه گياه در معرض شرايط تنش قرار مي

 كه سوپراكسيد طوري به. ابديها افزايش مياين آنزيم
ل راديكال يديسموتازها به عنوان اولين خط دفاعي در تبد

در مرحله . كنندپراكسيدهيدروژن عمل مي سوپراكسيد به
بات پراكسيداز بعد پراكسيدهيدروژن توسط آنزيم آسكور

گلوتاتيون و يا توسط گاياكول - در چرخه آسكوربات
هاي پراكسيداز و كاتالاز در سيتوپلاسم يا ديگر بخش

ها نشان داده پژوهش). 20و  10(رود سلول، از بين مي
تواند مي ROSهاي است كه تغيير در بيان يا فعاليت آنزيم

اجه با مو سازي سيستم دفاعي گياه درگام مهمي در فعال
ي تاكسيدانفعاليت سيستم آنتي زيرا .هاي زيستي باشدپاتوژن

هاي آزاد اكسيژن و تنش آنزيمي باعث كاهش راديكال
در مواجه  موجب حفظ سلولدر نهايت اكسيداتيو شده و 

و  16، 11(شود هاي قارچي اسكلروتينيا ميبا نفوذ پاتوژن
رات بررسي تغييتاكنون مطالعاتي در رابطه با ). 34

به هنگام مواجه با انواع بيوشيميايي و فعاليت آنزيمي 
- نخود، سويا، يونجه، كتان و گوجه هانها در گياپاتوژن

در . استانجام شده ) 31و  26، 20، 17، 16، 12(فرنگي 
اين تغييرات به در رابطه با بررسي آفتابگردان نيز مطالعاتي 

، 3(است  گزارش شده هنگام مواجه با بيماري اسكلروتينيا
در يك  )14(و همكاران  Davar .)35و  34، 25، 18، 14

منظور بررسي تغييرات بيوشيميايي و فعاليت  تحقيق كه به
هاي حساس و مقاوم آفتابگردان در پاسخ آنزيمي در لاين

به بيماري اسكلروتينيا انجام شد، گزارش كردند كه ميزان 
، CATي نتاكسيداآنتيهاي آنزيم و فعاليت MDAتجمع 

APX و GPX هاي مطالعه شده متفاوت استدر لاين .
در گياهان مقاوم و حساس كه ميزان اين تغييرات  طوري به

و همكاران  Emamgholi. يافت افزايشدر مقايسه با شاهد 
اكسيدانتي را در گياه هاي آنتيفعاليت آنزيمافزايش ) 18(

. ردندكگزارش آفتابگردان در پاسخ به قارچ اسكلروتينيا 
Peluffo  نيز گزارش كردند كه ميزان ) 34(همكاران و

  بههاي آلوده در آفتابگردان تياكسيدانهاي آنتيفعاليت آنزيم
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  .يابددر مقايسه با شاهد افزايش مياسكلروتينيا قارچ 

هاي قارچي مهم آفتابگردان در ايران اسكلروتينيا از بيماري
- أثير قرار ميباشد كه عملكرد اين محصول را تحت تمي

هاي اخير شيوع و توسعه اين بيماري در در سال). 1(دهد 
غرب كشور باعث كاهش سطح زيركشت اين منطقه شمال

حدي است كه در وسعت خسارت در . محصول شده است
-بعضي از مزارع تحت كشت، عملاً محصولي برداشت نمي

با توجه به اينكه مديريت زراعي اين بيماري بسيار . شود
باشد، در حال حاضر تأكيد بر استفاده از ارقام مي مشكل

متأسفانه تعداد ارقام آفتابگردان مقاوم به اين . باشدمقاوم مي
واكنش بنابراين، بررسي . باشدبيماري در جهان كم مي

توليد  برايها به عامل بيماري ژنوتيپ فنوتيپي و مولكولي
، 3(باشد ارقام هيبريد مقاوم از اهميت زيادي برخوردار مي

پژوهش تغييرات بيوشيميايي و فعاليت اين در  ).18و  6
 دوهاي حساس و مقاوم آفتابگردان به آنزيمي در لاين

  .شداسكلروتينيا بررسي  يجدايه قارچ

  مواد و روشها

لاين آفتابگردان با واكنش  2: مواد گياهي و كشت آنها
جدايه قارچي اسكلروتينيا بر اساس نتايج  2متفاوت به 

بدين منظور از . انتخاب شدند) 6و  3(هاي پيشين پژوهش
 يبه جدايه قارچبه ترتيب حساس و مقاوم ( C100لاين 

SSU107  وSSKH41 ( و لاينC39 ) به ترتيب مقاوم و
 بذرهاي. استفاده شد) SSKH41و  SSU107حساس به 

 ها از مؤسسه آگرونومي فرانسهلاين
(INRA, Institut National de la Recherche Agronomique) 

 طرح قالب درمستطيلي شكل  هايو در گلدانتهيه شدند 
در نمونه  18شامل  تكرار هر و تكرار 3 با تصادفي كاملاً

 برگي 8گياهان تا مرحله . گرديدندمحيط پيت ماس كشت 
و  65%گراد، رطوبت درجه سانتي 25±1 يدر شرايط دماي

  ).37( شدندداري نگهساعت روشنايي  12 دوره نوري

  هايجدايه  :گياهان  هاي قارچي و تلقيحكشت جدايه

  زميني   سيب     دكستروز    آگار    محيط    در    قارچي

 (PDA, Potato Dextrose Agar, 39 g L-1, pH=6)  كشت
 گرادسانتي درجه 25±1اتاق تاريك با دماي شده و به 

- ميلي 3هاي ميسيليومي با قطر سپس ديسك. شدند منتقل

بريده ) روز 3با عمر (متر از حواشي كلني در حال رشد 
برگي گياهان در ناحيه طوقه ساقه آنها  8و در مرحله  ندشد

و  Priceحفظ رطوبت، بر اساس روش  براي. قرار گرفتند
Colhoun )36 ( اطراف ساقه و ديسك ميسيليومي با

اي ساقه برداري از قسمت پايهنمونه. پارافيلم بسته شد
ساعت پس از  48و  24، 12، 6، 3هاي اهان در زمانگي

ها در تيمار كنترل، آلودگي لاين. شدآلودگي با قارچ انجام 
  . انجام نشدهاي قارچي با جدايه

ميزان  پراكسيداسيون ليپيدها و: گيري خصوصياتاندازه
گيري ميزان تجمع اندازه براي :)MDA( آلدهيددي مالون

MDA از پراكسيداسيون ليپيدها مطرح  عنوان معياري كه به
 .استفاده شد )Packer )21و  Heath از روش  باشد،مي

ليتر ميلي 5در  ساقه گياه بافت تر از گرم 2/0 بدين منظور
. ده شديدرصد ساي يك) TCA( اسيدـتيكسواكلريرـت

 8000 سرعت با دقيقه 10 مدت تركيب يكنواخت حاصل به

 4 رويي، از محلول ليتريليم يك روي بعد و وژيسانتريف دور
اسيد تيوباربيتوريك و TCA  %20حاوي محلول ليترميلي

)TBA% (5/0 در دقيقه 30 مدت به هانمونه. اضافه شد 

 و قرار گرفتند گرادسانتي درجه 95 دماي با گرم آب حمام
 5 به مدت سپس .شدند سرد آب يخ در بلافاصله پس از آن

 نهايت در و شدند وژييفسانتر دور 8000 با سرعت دقيقه

نانومتر توسط  600 و 532 هايموج طول در هاجذب نمونه
 ,Biowave DAD, S2100( دستگاه اسپكتروفتومتر

England( ميزان . قرائت گرديدMDA  با ضريب
  :شد زير محاسبه فرمول و) mM-1cm-1)  155خاموشي

MDA (μmol /gFw)= [A532-A600/155] × 1000 

، يسنجش فعاليت آنزيم براي: يمسنجش فعاليت آنزي
) Saltiveit)23 و  Kangروش  به ابتدا عصاره گياهي

 به بافت تر ساقه از گرم 5/0بدين منظور . استخراج شد
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 50اسيدكلريدريك - تريس بافر استخراج ليترميلي 3 همراه

 يكو  MgCl2مولار ميلي 3(حاوي ) pH=7(مولار ميلي
 بافر. شد اييدهس سرد هاون در) EDTAمولار ميلي

پراكسيداز علاوه بر  آسكوربات آنزيم براي استخراجي
اسيد مولار آسكوربيكميلي 2/0محتوي  ،ذكر شدهتركيبات 
 در دقيقه 20مدت  تركيب يكنواخت حاصل به. نيز بود

 وژيدور سانتريف 5000 سرعت با گراددرجه سانتي 4 دماي

زير  هايآنزيم فعاليت سنجش براي رويي شده و محلول
  .شداستفاده 

با  CATسنجش فعاليت آنزيم  :)CAT( آنزيم كاتالاز
مخلوط واكنش شامل . انجام شد) Aebi)8  استفاده از روش

 2/0، (pH=7)مولار ميلي 50ليتر بافر فسفات ميلي 5/2
ليتر عصاره ميلي 3/0درصد و  يك H2O2ليتر ميلي

 به صورت كاهش در CATفعاليت آنزيم . استخراجي بود
نانومتر محاسبه  240دقيقه در طول موج  يكجذب طي 

براي سنجش ميزان فعاليت اين آنزيم از ضريب . شد
و فرمول زير استفاده شد ) mM-1cm-1 0436/0(خاموشي 

  ::doD)اختلاف جذب (

 

فعاليت  سنجش: )APX( آسكوربات پراكسيداز آنزيم
APX  روش استفاده از باNakano و Asada )29 ( انجام
 50فسفات  ليتر بافرميلي 5/2شامل  واكنش مخلوط .شد
مولار و ميلي 1/0 (EDTAحاوي ) pH=7(مولار ميلي

 يك H2O2ليتر ميلي 2/0، )مولارميلي يكآسكوربات سديم 
فعاليت . ليتر عصاره استخراجي بودميلي 1/0درصد و 

APX طول  در دقيقه يك طي جذب در كاهش صورت هب
 فعاليت ميزان سنجش براي. شد همحاسب نانومتر 240 موج

 فرمول و) mM-1cm-1 8/2( خاموشي ضريب از اين آنزيم

  :استفاده شد زير

 

  آنزيم  فعاليت  سنجش: )GPX( پراكسيداز گاياكول آنزيم

GPX  روش استفاده از باUpadhyaya  44(و همكاران (
 فسفات ليتر بافرميلي 5/2مخلوط واكنش شامل . انجام شد

درصد،  يك گاياكول ليتريميل يك، )pH=7(ر مولاميلي 50
 عصاره  ليترميلي 1/0درصد و  يك H2O2ليتر ميلي يك

 جذب در افزايش صورت به GPXفعاليت . بود استخراجي

 براي .شد نانومتر محاسبه 420 موج طول در دقيقه يك طي

  خاموشي ضريب از اين آنزيم فعاليت سنجش
)mM-1cm-1 6/26( فاده شدو فرمول زير است:  

 

دست آمده بصورت  هاي بهداده: تحليل آماري و  تجزيه
تكرار  3با  فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي

 SASافزار تجزيه واريانس توسط نرم. شدندوتحليل  تجزيه

در  LSDآزمون با دار اثرات معني ميانگين مقايسهو  9.2
متقابل در مواردي كه اثر . انجام شد MSTATCافزار نرم

دار بود، مقايسه ميانگين اثرات اصلي انجام ها معنيعامل
  .شد رسم Excelافزار نرم نمودارها بادر ضمن . نشد

  نتايج
گياه (لاين  اثر ها نشان داد كهنتايج تجزيه واريانس داده

برخي روي ، جدايه قارچي و زمان آلودگي با قارچ )ميزبان
دار معنيزيمي آن هايخصوصيات بيوشيميايي و فعاليت

داري بر ميزان مالون كه لاين اثر معني طوري به. باشدمي
در سطح  دازيپراكس آسكوربات ميآنزآلدهيد و فعاليت دي

داري بر فعاليت و اثر معني) P<0.01(درصد  1احتمال 
درصد  5در سطح احتمال  دازيپراكس اكوليگا ميآنز

)P<0.05 (1ل اثر جدايه قارچي در سطح احتما. دارد 
 آسكورباتو  كاتالاز هايميآنزبر فعاليت ) P<0.01(درصد 
در ضمن اثرات مدت زمان پس از . دار بودمعني دازيپراكس

بر فعاليت ) P<0.01(درصد  1آلودگي نيز در سطح احتمال 
و در سطح  دازيپراكس آسكورباتهاي كاتالاز و آنزيم

  اكوليگا  ميآنز  فعاليت  بر  )P<0.05( درصد   5  احتمال

  .دار بودمعني دازيپراكس
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هاي هاي مختلف پس از آلودگي با جدايههاي آفتابگردان طي زمانتجزيه واريانس خصوصيات بيوشيميايي و فعاليت آنزيمي در لاين -1جدول 
SSU107  وSSKH41 قارچ اسكلروتينيا  

 
  منبع تغييرات

 
آلدهيد ميزان مالون دي

)MDA(  

 
آنزيم كاتالاز 

)CAT(  

  
 يم آسكوربات پراكسيدازآنز

)APX(  

  
 آنزيم گاياكول پراكسيداز

)GPX(  
 

   df 

 
Ms 

 
df 

 
Ms 

 
df 

  
Ms  

  
df 

  
Ms  

  ns61/571115 1  **09/922  1  *57/0 1 31/5515** 1 لاين
  ns92/615 2 **27/8436198 2  **75/720  2  ns02/0 2 جدايه
  ns68/647 4 **05/4696650 4  **23/190  4  *32/0 4 زمان
  ns08/355886 2  **60/843  2  *51/0 2 08/1504** 2  جدايه   نلاي

  ns29/233 4 ns91/989439 4  **83/183  4  *29/0 4  زمان   لاين
  ns80/2433440 8  **07/234  8  *27/0 8 05/665* 8  زمان   جدايه
  ns83/393 8 ns25/1494804 8  **32/255  8  **32/0 8  زمان   جدايه  لاين 

  11/0  60  18/50  59  7/1254262  55  02/256  54  اشتباه 
df :آزادي، درجهMs :و ) 05/0(درصد  5دار در سطح احتمال معني* ، )01/0(درصد  1دار در سطح احتمال معني** . ميانگين مربعاتns دارعدم معني. 

دهد كه دار بودن اثر متقابل بين تيمارها نشان ميمعني
ح ديگر جدايه قارچ و ها از سطحي به سطاختلاف بين لاين

 استاز زماني به زمان ديگر در مواجه با قارچ متفاوت 
  ). 1جدول (

هاي آلودگي با جدايه ها نشان داد كهمقايسه ميانگين نتايج
اسكلروتينيا باعث تغييرات بيوشيميايي و فعاليت قارچ 

. ه استآنزيمي در گياهان آلوده در مقايسه با شاهد شد
هاي مختلف پس از طي زمانوم هاي حساس و مقالاين

هاي متفاوتي پاسخهاي قارچ اسكلروتينيا، آلودگي با جدايه
  ).4و  3، 2 هاي جدول(د به بيماري نشان دادن

  
  

  در آفتابگردان روغني در واكنش به بيماري قارچي اسكلروتينيا )MDA( ديآلدهيدميانگين مالون  -2جدول 
 جدايهمقايسه ميانگين لاين

  شاهد  SSU107 SSKH41  جدايه/لاين
C100 a45/68 a 54/61 a 01/58  
C39  b41/38 a03/59 b 56/44  

 جدايهمقايسه ميانگين زمان
  شاهد  SSU107 SSKH41 جدايه)/ساعت(زمان 

3   ab08/60  a 35/72  bc 29/51  
6   c46/33  ab92/60 bc 29/51  
12  bc42/43 b65/53 bc 29/51  
24  a52/73  ab85/55 bc 29/51  
48  a77/73  ab57/58 bc 29/51  
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  در آفتابگردان روغني در واكنش به بيماري قارچي اسكلروتينيا) CAT(ميانگين آنزيم كاتالاز  -3جدول 
 مقايسه ميانگين اثر اصلي جدايه

  SSU107 SSKH41 شاهد      
     b 57/861 a60/1768 b38/651  ميانگين آنزيم كاتالاز

 نگين اثر اصلي زمانمقايسه ميا
 3 6 12 24  48  

  ab 73/1477  bc 87/796  a 46/1649  c 89/467  abc 59/964  ميانگين آنزيم كاتالاز
نتايج : ديآلدهدي مالونميزان  پراكسيداسيون ليپيدها و

ساعت پس از  48و  24، 3هاي كه طي زماننشان داد 
پس از هاي و در تمامي زمان SSU107آلودگي با قارچ 

ميزان پراكسيداسيون ليپيد و ، SSKH41با قارچ  آلودگي
در مقايسه با شاهد گياهان آلوده  ديآلدهدي تجمع مالون
پراكسيداسيون ليپيد و تجمع ميزان كمترين . افزايش يافت

MDA به قارچ  در لاين مقاومSSU107 ) لاينC39 (
به نسبي بالاي اين لاين  مشاهده شد كه حاكي از مقاومت

  ).1و نمودار  2جدول (باشد مياسكلروتينيا بيماري 

باعث بيماري اسكلروتينيا نتايج نشان داد كه : آنزيم كاتالاز
 كه ميزان طوري شود، بهافزايش فعاليت آنزيم كاتالاز مي

به ترتيب در گياهان آلوده شده با قارچ آنزيم اين فعاليت 
SSKH41  وSSU107  در مقايسه با گياهان شاهد افزايش

-ماندر ز طبق اين نتايج، بيشترين فعاليت آنزيمي. تداش

گياهان مشاهده شد  ساعت پس از آلودگي 3و  12 هاي
  ).2و نمودار  3جدول (

نتايج نشان داد كه ميزان : آسكوربات پراكسيدازآنزيم 
هاي مطالعه در بين لاين دازيپراكس آسكوربات ميآنزفعاليت 

هاي با جدايههاي مختلف پس از آلودگي شده طي زمان
 C39كه لاين مقاوم  طوري به. قارچ اسكلروتينيا متفاوت بود

ساعت پس  3و  6را به ترتيب طي  APXبيشترين فعاليت 
جدول (به خود اختصاص داد  SSU107از آلودگي با قارچ 

4 .(  

  

پس  هاي مختلفهاي آفتابگردان طي زماندر لاين) GPX( دازيپراكس اكوليگاو  )APX( دازيپراكس آسكوربات هايفعاليت آنزيمميانگين  -4جدول 
  قارچ اسكلروتينيا SSKH41و  SSU107هاي از آلودگي با جدايه

  )APX( دازيپراكسآسكورباتميآنز جدايه لاين  )ساعت(زمان 
μmolmin-1/gFW  

  )GPX( دازيپراكس اكوليگا ميآنز
μmolmin-1/gFW  

   SSU107 d28/0 b 41/0  
  C100 SSKH41 d19/4 b 34/0  
  
3  

  d03/1 b 36/0 شاهد 
 SSU107 b29/27 b 15/0  

  C39 SSKH41 d60/0 b 39/0  
  d61/0 b 40/0 شاهد   
   SSU107 d69/0 b 39/0  
  C100 SSKH41 d32/2 b 35/0  
  
6  

  d03/1 b 36/0 شاهد 
 SSU107 a45/51 b 30/0  

  C39 SSKH41 d 99/1  b 34/0  
  d61/0 b 40/0 شاهد   
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   SSU107 d92/0 b 24/0  
  C100 SSKH41 d38/1 b 56/0  
  
12  

  d03/1 b 36/0 شاهد 
 SSU107 bc94/17 b 22/0  

  C39 SSKH41 d60/1 b 31/0  
  d61/0 b 40/0 شاهد   
   SSU107 d76/0 b 21/0  
  C100 SSKH41 d93/0 b 36/0  
  
24  

  d03/1 b 36/0 شاهد 
  SSU107 d 93/0  b 16/0  

  C39 SSKH41 cd68/6 b 31/0  
  d 61/0  b 40/0  شاهد    
    SSU107 d 36/1  a 05/2  
  C100 SSKH41 d62/2 b 43/0  
  
48  

  d 03/1  b 36/0  شاهد  
  SSU107 d 78/0  b 17/0  

  C39 SSKH41 d08/5 b 40/0  
  d 61/0  b 40/0  شاهد    

LSD 0.05 57/11  53/0  
   

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  
  آفتابگردان  C39و  C100 هايلاين در) MDA(د يآلدهدي ميزان مالونو  داسيون ليپيدهاتغييرات پراكسي -1نمودار 

  قارچ اسكلروتينيا SSKH41و  SSU107هاي هاي مختلف پس از آلودگي با جدايهطي زمان
1: C100/SSU107, 2: C100/SSKH41, 3: C100/Control, 4: C39/SSU107, 5: C39/SSKH41, 6: C39/Control  
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، اگرچه فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز 3نمودار  طبق
قارچ در مقايسه با گياهان شاهد  2هاي مقاوم به در لاين

هاي پس از آلودگي طي زمان فعاليتبيشتر بود، اما اين 
اين نتايج، بيشترين فعاليت آنزيم  با توجه به. كاهش يافت

APX لاين مقاوم  مربوط بهC39  در مواجه با قارچ
SSU107 ) اين لاين در مقايسه با لاين . بود) 4گروه
- زمان بيشتري درفعاليت آنزيمي ) 1گروه ( C100حساس 

. ساعت پس از آلودگي از خود نشان داد 12و  6، 3هاي 
در  C39لاين حساس نيز،  SSKH41در جدايه قارچي 

ساعت  48و  24هاي طي زمان C100لاين مقاوم مقايسه با 
ميزان البته . بيشتري داشتآنزيمي  فعاليت، پس از آلودگي
- جدايه قارچي تغييرات معني 2حساس به  آنزيم در لاين

طبق اين نتايج، بيشترين . داري نسبت به شاهد نشان نداد
در  قارچ 2 بههاي آلودگي زمان بيشتردر  فعاليت آنزيمي

حاكي از مقاومت نسبي بالاي مشاهده شد كه  C39لاين 
  .باشداين لاين مي

 اكوليگا ميآنزميزان فعاليت : گاياكول پراكسيداز ميآنز
هاي هاي مطالعه شده طي زماندر بين لاين دازيپراكس

هاي قارچ اسكلروتينيا مختلف پس از آلودگي با جدايه
كه بيشترين فعاليت اين آنزيم در لاين  طوري به. متفاوت بود

ساعت پس از آلودگي با قارچ  48طي زمان C100 حساس 
SSU107  4نمودار  با توجه به). 4جدول (مشاهده شد، 

 C39بيشترين و لاين مقاوم ) 1گروه ( C100لاين حساس 
را در  دازيپراكس اكوليگافعاليت آنزيم كمترين ) 4گروه (

در  C100 لاينكه  طوري به. داشتند SSU107مواجه با قارچ 
هاي پس از آلودگي، فعاليت در تمامي زمان C39مقايسه با 

در گياهان آلوده به قارچ . داشتبيشتري ) GPX( يآنزيم
SSKH41  نيز، لاين مقاومC100 ) در مقايسه با ) 2گروه

بيشترين فعاليت آنزيمي را در ) 5گروه ( C39لاين حساس 
. با اين قارچ دارا بود هاي پس از آلودگيتمامي زمان

آسكوربات نتايج آنزيم  خلافرسد بربه نظر ميبنابراين 
-در تمامي زمان C39در مقايسه با  C100لاين  ،پراكسيداز

  .را دارا بودبيشتري  يهاي پس از آلودگي، فعاليت آنزيم
  

  
  آفتابگردان  C39و  C100هاي لاين در) CAT(تغييرات فعاليت آنزيم كاتالاز  -2نمودار 
  قارچ اسكلروتينيا SSKH41و  SSU107هاي هاي مختلف پس از آلودگي با جدايهطي زمان

1: C100/SSU107, 2: C100/SSKH41, 3: C100/Control, 4: C39/SSU107, 5: C39/SSKH41, 6: C39/Control 
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  آفتابگردان  C39و  C100هاي لاين در(APX) تغييرات فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز  -3نمودار 

  روتينياقارچ اسكل SSKH41و  SSU107هاي هاي مختلف پس از آلودگي با جدايهطي زمان
1: C100/SSU107, 2: C100/SSKH41, 3: C100/Control, 4: C39/SSU107, 5: C39/SSKH41, 6: C39/Control  

  

  
  آفتابگردان  C39و  C100هاي لاين در GPX)(تغييرات فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز  -4نمودار 

  ارچ اسكلروتينياق SSKH41و  SSU107هاي هاي مختلف پس از آلودگي با جدايهطي زمان
1: C100/SSU107, 2: C100/SSKH41, 3: C100/Control, 4: C39/SSU107, 5: C39/SSKH41, 6: C39/Control  
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  C100و C39بيشترين تفاوت فعاليت آنزيم بين دو لاين 
ساعت پس از آلودگي با  48در فاصله زماني نيز 
 ساعت پس از آلودگي با قارچ 12 و  SSU107قارچ

SSKH41 شاهده شدم.  

  بحث

هنگام : ديآلدهدي مالونميزان  پراكسيداسيون ليپيدها و
 35(دهد ون ليپيدها رخ مييها، پراكسيداسمواجه با پاتوژن

پراكسيداسيون ليپيدها باعث تغيير در ميزان مالون ). 45و 
آفتابگردان عنوان شاخصي معتبر در  شود كه بهآلدهيد ميدي

و  14( شوددر نظر گرفته ميا يقارچ اسكلروتيندر پاسخ به 
 )20(و همكاران  Garcia-Limonesدر پژوهشي كه ). 35

 Fusarium(فوزاريوم  كنش نخود با قارچ روي برهم

oxysporum ( انجام دادند، افزايش پراكسيداسيون ليپيدها
كه ميزان  طوري به. هاي اكسيداتيو گزارش شدبر اثر واكنش

 .اهان حساس و مقاوم افزايش يافتيد در گيآلدهمالون دي
از  ترسريعاگرچه اين افزايش در گياهان مقاوم بيشتر و 

 )26(و همكاران  Malencic. دادگياهان حساس رخ 
در سويا، باعث  ROSگزارش كردند كه سطوح بالاي 

د در يآلدهآسيب غشاء پلاسمايي و افزايش ميزان مالون دي
و همكاران  Prats. ودشمي گياهان آلوده به اسكلروتينيا

گياهان آفتابگردان آلوده به در اكسيداتيو انفجار ) 35(
ميزان مالون  ناندر پژوهش آ .كردند اسكلروتينيا را گزارش

د در مواجه با قارچ اسكلروتينيا افزايش يافت كه يآلدهدي
در . القاء تنش اكسيداتيو بر اثر بيماري بود دهندهاين نشان

د به طور قابل توجهي يآلدهمالون ديپژوهشي ديگر، ميزان 
قارچ تريكودرما  بهآلوده هاي گياه آفتابگردان در ريشه

)Trichoderma harzianum ( يافتافزايش )اين در ). 43
گياهان آلوده به بيماري آلدهيد در پژوهش تجمع مالون دي

لاين حساس بيشتر از لاين مقاوم اين افزايش در . بيشتر بود
 آلدهيدمالون ديكه كمترين ميزان  طوري به مشاهده شد،

. بود SSU107در مواجه با قارچ  C39مربوط به لاين مقاوم 
ي براي تاكسيدانهاي آنتياحتمالاً افزايش فعاليت آنزيم

پراكسيداسيون ليپيدهاي غشاء سلولي در اين  جلوگيري از
 اين نتيجه با پژوهش. كافي نبوده است جدايه-تركيب لاين

Davar مبني بر افزايش ميزان مالون دي) 14(مكاران و ه-

 بهلاين مقاوم و حساس آفتابگردان آلوده  2د در هر يآلده
همچنين در گزارش آنان . تطابق داشتقارچ اسكلروتينيا 

  .بوداز لاين مقاوم  افزايش در لاين حساس بيشتر

 تياكسيدانكاتالاز اولين آنزيم آنتي: فعاليت آنزيم كاتالاز
هيدروژن به آب و اكسيژن  عث تجزيه پراكسيداست كه با

تفاوت علت ) 16(و همكاران  Djebali). 13و  10(شود مي
 يندهاي بيوشيميايي اساسي در ريشهادر فعاليت كاتالاز و فر

 كپك آلوده به )Medicago truncatula( يونجه
)Aphanomyces euteiches(  دخيل در هاي ژنرا، بيان

در بررسي نيز ) 34(و همكاران   Peluffo.دانستند مقاومت
 بههاي آلوده در آفتابگردان تاكسيدانهاي آنتيفعاليت آنزيم

اسكلروتينيا گزارش كردند كه ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز 
برابر در  3در لاين مقاوم به طور قابل توجهي حدود 

- هاي آنتيافزايش آنزيم. مقايسه با شاهد افزايش پيدا كرد

 نيز در مواجه گياه) El-Khallal )17 مطالعه اكسيدانت در
 .گزارش شده است فوزاريوم با فرنگيگوجه

گزارش كردند كه فعاليت ) Hebe )31و   Naglaaهمچنين
هاي هاي لاينكاتالاز به طور قابل توجهي در برگآنزيم 

افزايش حساس و مقاوم كتان تحت بيماري كپك پودري 
گزارش كردند كه ) 14(و همكاران  Davar. يابدمي

هاي مقاوم و كمترين كاتالاز در لاين آنزيم بيشترين فعاليت
در مواجه با اسكلروتينيا آفتابگردان  هاي حساسآن در لاين

همچنين در پژوهشي ديگر روي گياه آفتابگردان . باشدمي
فعاليت بيشتر اين ) 18(و همكاران  Emamgholiتوسط 

پژوهش اين حاصل از طبق نتايج . آنزيم گزارش شده است
هاي حساس و مقاوم در مقايسه با گياهان شاهد در لاين
بيشتري  يهاي پس از آلودگي، فعاليت كاتالاززمان بيشتر
 3و  12 هايمانطي ز بيشترين فعاليت آنزيمي .داشتند

  .گياهان مشاهده شد ساعت پس از آلودگي
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آسكوربات : فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز
باشد كه در مي تناكسيداهاي آنتيكي از آنزيمي پراكسيدار

و  19، 10(هيدروژن به آب نقش دارد يند تبديل پراكسيدافر
 ه برنج مشاهده شده است كه افزايشدر گيا ).41

-پراكسيدهيدروژن در شرايط تنش، باعث افزايش بيان ژن

در گياه . هاي آسكوربات پراكسيداز شده است
اكسيدهيدروژن تحت تأثير نور آرابيدوپسيس نيز افزايش پر

زياد، سبب تغييراتي در انتقال الكترون در پلاستوكينون شد 
- هاي مرتبط با آن ميژن يكه احتمالاً اين تغيير سبب القا

كه افزايش فعاليت  ه استمشخص شد). 41(شود 
هاي پراكسيدازها اغلب همراه با تشكيل تعدادي از فرم

هاي آنزيم آسكوربات رمتعدادي از فاز بين رفتن جديد و 
گزارش ) 43(و همكاران  Singh). 32(باشد پراكسيداز مي

كردند كه فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در گياه 
. يابدميافزايش قارچ تريكودرما  بهآفتابگردان آلوده 

فرنگي نيز در حساس و خيلي حساس گوجه هايگياهچه
سكوربات پراكسيداز مقايسه با انواع مقاوم، فعاليت آنزيم آ

از خود نشان  در مواجه با پوسيدگي باكترياييرا كمتري 
 آنزيم آسكوربات ژوهش، ميزانپاين در ). 12(دادند 

در گياهان مقاوم و حساس افزايش پيدا كرد، اما  زپراكسيدا
اين . تر و بيشتر بودن افزايش در گياهان مقاوم محسوسيا

. مطابقت داشت) 14 و 3(ها نتايج با نتايج ديگر پژوهش
هاي پس از زمان بيشتردر نيز بيشترين فعاليت اين آنزيم 

  .مشاهده شد  C39در لاين  ،آلودگي

پراكسيدازها متعلق به : زگاياكول پراكسيدافعاليت آنزيم 
باشند كه در همه موجودات مي ييهاخانواده بزرگ آنزيم

ن كي از مهمترييآنزيم گاياكول پراكسيداز . وجود دارند
هاي دفاعي اين آنزيم در واكنش). 29(باشد پراكسيدازها مي

. ها و در حذف پراكسيدهيدروژن نقش داردبه پاتوژن
هاي پارانشيمي بافت كه حضور پاتوژن در سلول طوري به

گلوتاتيون و - ميزبان، باعث فعال نمودن چرخه آسكوربات
 ).20(شود هاي پراكسيدهيدروژن ميتجزيه مولكول

Malencic  خالص آفتابگردان با  هايلاين) 25(و همكاران

با اگزاليك  قارچ اسكلروتينيا هبرا هاي متفاوت حساسيت
نشان داد كه تفاوت قابل  ناننتايج آ. كردنداسيد تيمار 

- اي در فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز در لاينملاحظه

كه اين ميزان در  طوري به. شودميديده شده هاي بررسي 
 Singh در پژوهش. مقاوم بيشتر بود هايو برگ لاين ساقه

ميزان اين آنزيم در گياه آفتابگردان نيز ) 43(و همكاران 
و   Davarدر نتايج. ش يافتبه قارچ تريكودرما افزايآلوده 

به زمان و  با توجهميزان فعاليت اين آنزيم ) 14(همكاران 
كه در  وريط به . متفاوت بودآفتابگردان مطالعه مورد  لاين
مقاوم و حساس ميزان فعاليت اين آنزيم افزايش  لاين 2هر 

ميزان اين  ،هاي پس از آلودگيزمان بيشتراما در  .يافت
طبق . فعاليت در انواع مقاوم در مقايسه با شاهد بيشتر بود

بيشترين فعاليت آنزيم حاصل از اين پژوهش، نتايج 
ساعت  48 در C100در لاين حساس گاياكول پراكسيداز 

به بنابراين  .مشاهده شد SSU107پس از آلودگي با قارچ 
ي مختلف تاكسيدانهاي آنتيژن مسير تحريكرسد نظر مي

باشد، در نتيجه پيام و تابع ژنتيك رقم مي استمتفاوت 
ي صادر تاكسيدانواحدي براي تحريك كل سيستم دفاع آنتي

  .شودنمي

  گيري كلينتيجه

داد كه بيماري اسكلروتينيا باعث نشان اين پژوهش نتايج 
در خصوصيات بيوشيميايي و فعاليت افزايش تغييرات 

هاي حساس و مقاوم نيز لاين. شودميگياهان آلوده آنزيمي 
هاي متفاوتي در واكنش به اين بيماري نشان دادند كه پاسخ

. باشدتفاوت گياهان مقاوم و حساس مي به علتاين خود 
پراكسيداسيون ليپيدها و تجمع مالون ميزان طبق اين نتايج، 

كه كمترين اين  يافتهاي مقاوم كاهش آلدهيد در لايندي
 SSU107در مواجه با قارچ  C39ميزان در لاين مقاوم 

هاي آسكوربات فعاليت آنزيمميزان همچنين . مشاهده شد
هاي مقاوم لايندر ترتيب  پراكسيداز و گاياكول پراكسيداز به

كه لاين  طوري به .بيشتر بود قارچي هايهو حساس به جداي
را پس آسكوربات پراكسيداز بيشترين فعاليت  C39مقاوم 
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اين در . به خود اختصاص داد SSU107از آلودگي با قارچ 
گاياكول فعاليت  C100حساس لاين حالي است كه 

 .داشت SSU107پس از آلودگي با قارچ بيشتري پراكسيداز 
به دليل دارا بودن كمترين C39 ين ، لااين تحقيقطبق نتايج 

آنزيمي كه  ميزان پراكسيداسيون ليپيد و بيشترين فعاليت
ها دفاعي گياه را در برابر پاتوژن هايمكانيسمازجمله 

 با بررسي. از خود نشان دادمناسبي مقاومت نسبي  ،است
هاي مقاومت به بيماري تغييرات بيوشيميايي و مكانيسم

توان تحقيقات آفتابگردان، مي هاييناسكلروتينيا در لا
هاي اين محصول و ساير تري در ديگر لاينوسيع و دقيق

نتايج . هاي مقاومت به اين بيماري انجام دادمكانيسم
نژادي اين هاي بهتواند در برنامهحاصل از اين پژوهش مي

توليد ارقام مقاوم به اين بيماري مفيد واقع  برايگياهان 

نژادي هاي بهبا تحقيقات تكميلي در برنامه اميد است. شود
هاي ژني مرتبط با مقاومت اين محصول، به شناسايي مكان

دستيابي به ارقام مقاوم به بيماري اسكلروتينيا دست براي 
  .يافت

  سپاسگزاري

دانشكده مسئولان محترم از  نويسندگانوسيله  بدين
فناوري دانشگاه اروميه و كشاورزي، پژوهشكده زيست

انستيتو تحقيقات آگرونومي دست اندركاران همچنين از 
هاي مورد لاين بذردر اختيار گذاشتن  دليلتولوز فرانسه به 

  .نمايندمطالعه، تشكر و قدرداني مي
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Abstract 

Sclerotinia is important fungal disease of sunflower in Iran that affects its yield. So, 
evaluation of phenotypic and molecular reaction of genotypes to agent of disease is 
particular importance to producing resistant hybrid cultivars. In this study, biochemical 
and enzymatic changes of sunflower lines (C39 and C100) were studied during different 
times after inoculation of the lines with Sclerotinia fungal isolates (SSU107 and 
SSKH41) under controlled conditions as a factorial based on completely randomized 
design (CRD). For this purpose, characteristics such as lipids peroxidation and 
accumulation of malon dialdehyde (MDA), antioxidant enzymes' activity like catalase 
(CAT), ascorbate peroxidase (APX) and guaiacol peroxidase (GPX) were studied. The 
results showed that Sclerotinia disease increased the biochemical and enzymatic 
changes of the plants infected with fungal isolates. Resistant and susceptible lines also 
showed a different response to the disease, so that the accumulation of MDA in resistant 
lines decreased, the least of which was observed in resistant line C39 inoculated with 
SSU107. In addition ascorbate peroxidase and guaiacol peroxidase enzymes' activities 
were more in resistant and susceptible lines, respectively. So, the APX enzymatic 
activity increased in the line C39 and the GPX enzymatic activity increased in the line 
C100 after inoculation with SSU107 fungal isolate. According to the results of this 
study, the line C39 showed good partial resistance, because of the lowest level of lipid 
peroxidation and the highest enzymatic activities that causes resistance mechanism of 
plant against pathogens. The founding of this study can be useful in sunflower breeding 
programs for producing cultivars resistance to Sclerotinia disease.   

Key words: Sunflower, Sclerotinia, Lipid peroxidation, Enzymatic activity and 
Resistance. 


